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PROCEDE DE PRODUCTION D'ACIDES GRAS, EN PARTICULIER 
• D'ACIDE 7-LINOLENIQUE A PARTIR DE TETRAHYMENA, PRODUITS 
OBTENUS ET PREPARATION MEDICAMENTEUSE . OU ALIMENTAIRE 
CONTENANT DE L'ACIDE 7 "LINOLENIQUE OU SES d6rIv6s EN 
05 TANT QU' AGENT ANTI-AGREGATION PLAQUETTAIRE > 

La presents invention repose, sur une S-tude appro- 
fondie de la biochimie et du m^tabolisme des postaglan- 
dines chez les vertebres superieurs-dont l*Hoirane-qui a 
conduit a admettre la possibilite du caractSre non phy- 
10 siologiques des prostaglandines . Celles-ci semblent 
n' avoir aucun role specif ique; elles agiraient principa- 
lement par un mimetisme inutile des hormones protidiques 
et certaines d'entre elles sont meme dangereuses pour 
1 ' organisme , notamment la plupart de celles issues de 
15 I'acide arachidonique, dont surtout les endoperoxydes 
PGG2 et PGH2 et la thromboxane TxA2/ un de leurs metabo- 
lites, responsable d ' une agregation plaquettaire irre- 
versible. 

Or, les prostaglandines ont des pr4curseurs es- 
20 sentiellement alimentaires et done fortuits. On peut, en 
principe, regler leur presence qualitative et quantita- 
tive dans l?organisme par la seule alimentation, L' ab- 
sence d'acide arachidonique dans 1 ' alimentation pourrait 
ainsi, theoriquement , empecher la presence de^ prosta- 
25 glandines dangereuses, et de leurs produits d'accom- 
pagnement . 

Cependant, I'on observe que I'acide linoleique ou 
cis-9, 12-octadecadienoique est lui-meme transforme par 
I'organisme en acide arachidonique. Or, quel que soit le 

30 regime alimentaire envisage, il est pratiquement impos- 
sible d'en eliminer toute trace d'acide linoleique, qui 
est d'ailleurs un acide gras "essentiel" • 

Le but poursuivi par la presente invention est 
done de chercher un moyen de neutraliser les dangereux 

35 effets de l'aci*de arachidonique, dont un exces peut etre 
responsable d ' agregations plaquettaires irreversibles et 
done de tromboses vasculaires et d'infarctus. 
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Les experiences de WILLIS et coll. - Prostaglan- 
dins, VIII. 509, 1974, avaient „»„tr6. che. IT^lf^ 
tar et che. le lapin »e„ Zealand (.als non =he. l.„o„- 
me), qu'un r4gi„e exempt a'aoide arachldontc,ue et riche 

Zr"^ <^t''°"°-^-""°^^"^''- - <=i-8,ll,i4!elcosatrrl 
no.,ue empeche Vagr4gation pla.uettaire . Mal.eureuse- 

ltu;e" t ^ '"^ ^" 

nature et sa synthase elle-.S„e est difficile et tr4s 
S.J., flc ad. Pres s. New Yorlc. London, p.131,1970) 

oeu. """^ ""^ P^-^ !• invention 

peut etre attaint par un procid^ caraot^ris^ en ce gu'il 
co,nporte au .oins les 4tapes de production des pro!L. 
axres cili4s Tetrahymena dans un .ilieu ad^guat et Vex- 

' acide's ^'^^'^^ Tetrahymena. Ces 

-Ides gras ne contiennent aucun indlvidu toxigue et 
peuvent Stre facllement identifies et dos4s. 

Les aoides gras de Tetrahymena sont oaraoteris4s 
par leur rlchesse en aoide 7-linoUnigue ou 013-6^9.12- ' 

les condxtxons de culture 20 4 45% en poids des actdes 
9rae totaux .t par la presence, entre autres. des abides 

siL'^Ls" ^^i'"'""^ respective^nt 
salon les souches at les conditions de culture 1 4 15, 
et 1 a 10% en poids des acidas gras totaux. 

suivie "llules de Tetrahymena, 

suxvxe a une saponification, d'un elimination des I'lnl 
saponifiable et d'un acfrtifi„.f 

huila acidification, parmet d'obtenir une 

IZ . qualifi^e de "huile de Tatra- 

tlrr . '""^"''''^ O'anti-agregation plaguM 

taire ont et4 testSas at quanti£i4es sur una s4rie de 

sexe masculm* 

Les r^sultats ont montri que cette "hu^i^ ^ 

^..^ ; effectxvement un agent d ' antx-agr4aa- 

txon plaquettaire tr4s actif . agrega- 

ne .ezne, 1 'aciae t -linolinique, seal, prisente un 
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effet d'anti-agr4gation ^ 

consti.ue Princip: Lr.;"""'""^-" ^""^ " 

a'hypoth^se. i^acide. u * 

-nt lnsta„tan6.e„t en'«Idi'!^T' " 'ransfor- 

lul-...e di««eJent dane Xer"' interview 

0' autre part, un certain » . 

probaWeme« obtenu par . ' =^""9^* 

7-UnoX4nx,ue ave. d'autr I'aoide 
I'^-ile de Tetrahy„,e„r 

Ceci expliquerait IVff^^. 
puissant^de r^uile de Tetrahy^enl. P^^s 

est inofLn^Z'/ceTtetT: ^etrahy^ena ' 

- - - addXt.. axx^entaxre dlr:.::::""" ™ 

s' oppose ainsi 4 <,elle ^„ ■ " '">"-a9r4gante 

a„t.-a,r.,a„t3 "..^rarre:;^"';""^^ ' 

« ^a.t oer:e".:rrrrt: r.:!'"r-- - «=po- 

P-*-nte, dans Xe .J"u l ' ■'"'a"- 
de levure utHis4, la """-^-levure ou extrait 

s'e«ect„e en .erJerte: — 
n:T:\'T,r"=-"™^^^^^^ po„r .e 



15 



- Temperature • fi^A^ 

Chute .ventueue : ZrT'^ « 'O'c, avec 

- - -se stat^^rrd?:;:.::!.^--^ - 
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3% (poids /volume) 

Concentration im'i-iai«. 

mitiale en levure • r ^ 55% 

(poids/volume) ' ^* 

05 - concentration InltiaX. en extrait de Xevure = 0,5 4 1, 

- Deb„ d.axr 3t4riXe : x voXu„e/„i.ute/voXu^ de^aiieu 

- Vitesses p4rlp„4ri,ues des turbines variables seXon Xa 
concentration en 0, dlssous. Cette vitesse es! 
aU9me„t4e si la concentration en o, dl, ? 

10 ir.fA • s 2 aissous devient 

xnferxeure 4 40% de sa valeur 4 la saturation ( fi^ie en 
absence de Tetrahymena ) . ^ ®" 

r^.. 1. concerne done egalement les produits 

resultant du proc4d6 pr4cit4 ri«<= ' proauits 
n,o«^^ Pi^ecite et des preparations m^dica- 

menteuses ou alimentaires, notamment i usage di4t6tiau! 
L5 contenant au moins de I'acide y Hn.i' ■ 

d'acide libr. -imolenique sous forme 

fole d. re3ter ^T/ 

m4thyligue. P-^-ence sous forme d'un ester 



m4thylique 

20 



Lesdites preparations medicamenteuses ou alimen- 
taxres peuvent contenir soit directement le ^rod". 

Pi:: ::::t- -tra^ymena, soit' un 

^^^^^ -iie, . sa.oir au 

acide 7 -ixnolenique ou un derive de'celui-ci^*- 
eventuellement d'autres constituent « 
25 ar,i-^= ' • . constituants exercant un effet 

25 antxagregation plaguettaire ou d'autres effets 

On entend par dSriv4 de I'acide ■ 
..axe.e„t X'acide dino^...,,„„,,„,,,, ^ JJ^llr" 

L integrality des diff^rents ^o-iri 
etre ui-iHc' "J-^rerents acides gras peuvent 

>0 d a id": ^« esters 

L or-' -'«s m4thyli,ues. 

tue par xes ^'e"— 

e. la-s r crrtVu^rrx " ^-^"^ — 
.es tecni,.: <^..:::Zsi ^ — 

Les preparations medioamenteuses ou ali™ental.». 
peuvent Wen entendu contenir d'autres constituZL nT 
.a^ent des adjuvants utiles pour I'activit. sollitt 
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tels que la vitamine E (acet^i-« ^. 

. _ ^ t acetate d ' a-tocopherol ) . ■ 

pharmaceutiques oour ' compositions 

a«ec..o„3 1.;.':::. i:it°- 

quettaire. Phenomenes d'agr49atio„ pia- 



HabituelXement, ell&c, o^^^. • 
10 adaitlf3 de formulation ^"""""-nt «galc„ent des 

commod^ment. ces adris^-.'^ adminxstrer 
^es addxtifs peuvent ^ 

des agents auxiliair^, >, supports ou 

auxiiiaxres pharmaceutiaues • 

quxdas, organiques ou inorganxgues air °" 
I'eau. les solvants organlgues 1 1 '^^^ 
" gelatine, le lactose f ! """^ Paraf finique. la 

si™, le talc, ZTo ' ■ -9n4- 

-les aa^guates la " """" "^^^^^^ « -i- 

des Hants at au^res P°ly-l^yUneglycols ou 

autres agents habltuels 

compositions pharmaceutiques selon 
20 tion contiennent en g4n4ral ,„ ■ I'inven- 

-.-linoUnigue ou 1 ^vslent T "V" 
tuellement d.s substance's ad.ultes " 

" -^:::n\sratro:^:rrr::"- ~ — 

" Du fait que les aclJ PrSf4r4e. 

das aliments, il „.e"st — tituent 

tions di^tetlques " ^^""^ ~nsid4ra- 

tions haMtue! : 'a u„ r4 ■ ""^ ^^P- 

P" de toxidit^. alin.entaire. on n'observe 

0 

Dans une tMrapie faisant appel i un ^ • 
oontinu, les gSlules ou capsule, tra^tement 
appropri4e de preparation . 
-*«s ae longu'e dutre ou J f^™:""'""^ ^" 
^ - medicament est aami„is\rVr voTolr ""^ ""'"^ 

l'invent"„ptutntatrrai"°" selon 

- par .oie orale en unitt de t " "'"^^"^ 

nites de dosage contenant plus de 
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6 ' , . .[ 

20% en poids d'acide 7-linolenique ou 1' equivalent de 

ses derives, avec un support non toxique acceptable en 

pharmacie • 

Par "unite de dosage", on entend une dose unitai- 
05 re qui peut etre administree a un patient et peut faci- 
lement etre manipulee et conditionnee , en restant sous 
forme d'une dose unitaire phys iquement stable, compre- 
nant 1 ' ingredient actif soit seule, soit en melange avec 
des diluants ou supports pharmaceutiques solides ou li- 
10 quides. 

Sous la forme d ' unites de dosage, les composi- 
tions pharmaceutiques selon 1 ' invention peuvent etre ad- 
ministrees une a plusieurs fois par jour, a intervalles 
appropries, mais tou jours selon I'etat du patient et en 
15 fonction des prescriptions du medecin. La dose journa- 
liere appropriee des compositions selon 1 ' invention va- 
rie en general de 20 mg a 150 mg par kg de poids corpo- 
rel . 

A titre d • illustration sans caractere limitatif, 
20 1' invention sera decrite plus en d4tail a 1 ' aide des 
exemples qui suivent. 

Exemple 1 : Production d'acides gras au depart de 
Tetraliymena . 

- Souclie : La souche de Tetrahymena rostrata a 6te four- 
25 nie par Mme Fryd-Versavel (Universite de Paris XI, 

Orsay, France) • 

- Milieu de culture : Compose (poids /volume) de 0,5%' 
d'extrait de levure (Difco) et de 1% de lait ecr4m6 en 
poudre (Regilait) dans de I'eau. L' addition d'un sup- 

30 plement de lait (fed batch) est effectuee s'il y a lieu, 
a partir d ' une boite sterile de lait ecreme en poudre. 

A. Description et principes de fonctionnement des 
fermenteurs : 

On dispose de fermenteurs (Biolafitte de 20 et de 
35 100 litres en acier inoxydable dont les caracteristiques 
dimensionnelles sont les suivants : 

- fermenteur de 20 litres : fond plat ; cuve 22 
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c. dia.4tre e. de 55 =. do hauteur , ,uatre chicane 
contrepaxes, perpendiculalres de 49 <:„ ae hauteur et de 

05 tul l ' " """^ "^'^"^ 

turbine par rapport au fond de la cuva 4,5 c„, hauteur 

separant las deux turbines u cm, . largeur des pale^ 2 
cm, longueur des pales 2 =„, dia..tre des dls,ues 5,9 
cm, diametre des turbines 8 cm , 

10 43 cm dl '""■"r""'"^ ■ 'ond plat , cuve de 

perp" dL r™"" " ^ "^"^^ ' ^-'^ ^-i— 

perpend.cula,res de 58,5 c. de longueur et de 5,8 =„, de 

largeur ; deux turbines i disque 4 4 pales radiales • 

elevatxon du centre du disgue de la preni^re turbine pa; 

rapport au fond de la cuve 4,2 c„, hauteur s4parant Ls 

15 deux turbines 1, c,„, largeur des pales 2.5 J, 

des r r ^'^^"^^ - ''""^"e 

aes turbines 12,9 cm • 

La partie active des filtres d'air- =o4. 

. i-t.xi.ies a air est une car- 

touche en acier inoxydable frittA ri'nr,^ ' • 
or, . a^Ac tticte d une epaisseur o 

20 «. ...i. 3t.rile est introduit 4 la base des fUen- 

d:"rar::e':"'^™*""" --"^ ^ 

de 1 arbre d.' agitation (figure 32). Les fermenteurs sont 
™un.s de syst..es auto^atigues de regulation, d'enreZ- 

25 etTe^la"-!'""'^'^" "^"^^ ^ -P^^at::e 

tration n"" ^-="°n de la concen- 

tratxon en 0, dissous) . „n ordinateur (Hewlett-Packard 
lilt '"^""^"^ = Hewlett-Packard 2671G , Interface • 
Hewlett Packard 6942A Multiprogra^e, per.et aussi 1^ 
regulation, 1 ■enregistre.ent et Vafflchage de ces dif- 

30 ferents paramitres. 

- La mesure du dH se i^ai-i- 
(Tacussel) reli^ 4 u„e , 7 • " P«-">*tre 

suris4e i\ - =t4riltsable (Ingold) pres- 

vent a 1 etonnage. Pour le r4glage du pH, 4 la valeur 

par " ""^^ -r^enteurs 

va:iab:e"^'" P^ristaltigues 4 Vitesse 
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- 1'02 dissous est mesure par 1 ' intermediaire 
'd'une sonde galvanique sterilisable (Bxolafitte, module 

G2L) • L'02 dissous est exprime en pour cent : le 100% 
correspond a un milieu sature en O2 en 1' absence du 
05 Tetrahymena • 

- La mesure de la temperature se fait par une 
sonde en platine (Biolafitte) • La regulation de la tem- 
perature est assuree par une circulation d'eau thermo- 
statee dans un echangeur forme par un tube aplati en 

10 acier inoxydable immerge dans le milieu de culture. 

Un recipient de liquide anti-mousse (Antifoam 
Emulsion, Sigma n** A. 5758) est relie au fermenteur de 
100 litres par 1 ' intermediaire d'une pompe p4ristaltique 
qui se met en f onctionnement des que la mousse entre en 

15 contact avec un electrode reglable en hauteur. Pour le 
fermenteur de * 20 litres, ie liquide anti-mousse est 
ajoute mecaniquement • D' autre part, un appareil (Punda) , 
fixe sur la platine superieure du fermenteur de 20 
litres, assure le pompage et la cassure des mousses 

20 grace a ses disques tournants. ^ 

B, Sterilisation : La sterilisation des ,fermen- 
teurs contenant les milieux de culture est effectu^e a 
110-115 **C pendant 30 minutes sous agitation. La sterili- 
sation se fait ^ 1^ vapeur, d'une fa9on indirecte jus- 

25 qu'a 100 °C, puis au-dela, avec une legere admission de 
vapeur par le diffuseur d ' air pour compenser 1 ' evapora- 
tion et steriliser le dispositif d'etancheite de I'arbre 
d' agitation et le circuit d'arrivee d'air sterile. Tou- 
tes les canalisations de raccordement sont sterilisees 

30 en laissant fuser la vapeur par les purgeurs. La vapeur 
est introduite directement a contre-courant dans les 
f iltres a air ; 

Pour les cultures en Erlenmeyer, les milieux sont 
sterilises par autoclavage a 110-1 15 pendant 30 minu- 

35 tes. 

La solution aqueuse d'H2S042n (voir plus loin) 
contenue dans un Erlenmeyer est sterilise par autoclava- 
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ge 4 120-125 -c pendant 20 minutes. 

■ C. cultures en Erlenmeyer = ces cultures sont e£- 

fectuees a 28 t l-c dans le milieu base , le volume oc- 

os rr-iriii:::"" ^ - — — 

E. Extraction des aoides gras et analyse par GLC: 
Un , culot sec de Tetrahy.ena est soumis i une hydrolyse 
ac.de PU.S a une saponification en milieu hydroalccoli- 
que. on extrait les insaponif iables, on .ci.^TTo. 
10 extrait les acides gras libres. 

so, . ■ «"-ci est m4thyl4 avec une 

solution de BF, 4 20S (poids/volume) dans le methanol. 

to,ra.hi" "T' '"'"'>^"'"" --lys^s par chroma- 

le nonadecanoate de methyls et des melanges .talons et 
avec une colonne de poly4thyUne glycol succinate. 

C. - cultures en fermenteurs : des cultures en 
Erlenmeyer en phase logarithmtque de oroissance dans le 
milxeu de base sont utilis4es pour 1 • inoculation. Leur 
volume est de 5% 4 10% du volume total du milieu dans le 
fermenteur et la population initiale est de 5-10 x 103 
cellules/ml.^Pour toutes les cultures en fermenteur, on 
a gardS un d.bit d'air sterile constant et 4gal 4 i 
volume/minute/volume de milieu de culture et une tempe- 
rature de 28 ± 0,2'C. tempe- 



d'aaitatl " "^"^ -nditions 

a agitation suivantes : la vitesse perlphSrique des tur- 
bines possede. pour chaque fermenteur, une valeur mini- 

30 rr^o'L: ? -^"^^—^ - ^ermente r 

de 00 l!t" " -^"es/secone pour le fermenteur 

de 100 litres. Lors des cultures, la Vitesse est r4gUe 

ce cue fa '"'^ " -^"^^ 

ce gue la concentration en 0, dissous deviant in£4rieure 

35 1-Lart Proportionnellement 4 

D. Temps de gin.ration et potds sec = 
- r.a density cellulaire est suivie par numeration 
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electrcnique 4 Vaide a-un coulter counter n^d^le Z2 
•.(orxf.ce de !• Electrode 200 apr4s fixation a I'ald^- 
hyae ,lutari,ue et le te.ps de g4n4ration est d4ter:„i„4 
par regression lineaire. 

05 

- Le poxds sec en Tetrahymena est mesur^ apr4s 
centrxfugation i 800 g et . ^'C pendant 10 .inutesTu" 
vo u.e d6ter.i„. du .ilieu de culture suivie d'une l,o! 
Phxlxsatxon du culot humide. Ces mesures du poids sec 
sont effectu^es au d^bu^■ Ac ^ ^ 
10 croissance. ' ^^"^^ stationnaire de 

nus. ^'""^'''^ effectu^e et r4sultats obte- 

Permenteur de 20 litres 
- volume utilise : 15 litres 
15 - pH initial = S. 5 

qu 11 depasse la valeur 7.0 ± 0 1 
'ctrcL:""" -it'4cr4„. de „ <p/., 

20 Le pH de depart est fix4 a environ 5,5 par du H,SO. il 
d...nue d.abord i.,4re.ent probabie„ent par suite de 

zZr T^ri ^'"^ 

25 .nlZJ. ^" auto^ti^ue 

r^e temps moyenne de aenerai- t .^r> ^„ 

. , J generation en minutes pour 

onze essais (n=U.a=7) est 118. 

L'ordre de grandeur de la density cellulaire en 
Pha e stationnaire (cellules par/ml) est de 6 9 
^0 (n=ll;.=o,24). Le rendement par rapport au lactose in 
considerant ,ue le poudre de lait contient 5 de lac- 
tose est de 40,1%. 

L' analyse des acides gras figure au Tableau 1. 

5 sur l-aar""''.'' ' ' acides gras de Tetrahymena 

sur 1 agregatiori plaquettaire in vitro. 
Le principe ^ 4thode de m^«.,r-^ 

L- exploration de I'agr^gation plaquettaire a 4t4 effec- 
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tu4e par une ™4thode photomitrique . eii. 
•ajouter., i flu plasma enrich! an ol, / * 

■i'agrSgation aont las olus Pl'^"«"«».un Induetaur 

"ne (ou 4pin.phrl « L 
OS a,r.,a„. as. a,ou.. a: p 17" ftlln 
aug„ente avac la formation des a^rla/ 

diminua lorsqua surviant la L ' Plaquettaire, at 
- Photo..tri,ua parJat a orartlo:' 
.uantitativa au ph^no.^na d'a"' JHio; at'" 
0 oeler oertainea ,„„„.,. Permet de d4- 

tradranrr "ar„:x:- r--*^"- 

---.e=. par „„a ..paragr^galL: U::^::! 

P-asas Peut manquar/L: ''""^ ^^"^ 

par axampla la or, P-^^Paration de coHagSna, 

absents at la r4„on " "''^^ """^ reversible est 
latence suivi diractal r"/'""*-^^'^^ P« - tamps, da 
versible. Avac 1 lop ? I '""^ ^'-^r^gation irr*- 
pr^sentes at- la rZ 94n4ralament 
sl.ue. Lis sairr ^ ^ «t done .ip^a- 

donnaur de sing iT ^ °u salon la 

pas atre su v ' d ifr"": ■ '"^^ -^-^^«^°n pent ne 

P-vent na pas atre s.r 

axors pas distingu.as ITa 

a'un Plasma anrichVan plag etrer::r- 
I'una at/ou de I'autr, ! avec un inhibiteur da 

«^ie la r4po„sa Ola T ^'asrlgation. mo- 

^ait est dJaU i f^^"!"^ " * ^'^^-t agr4gant . le 

bitant la TZllL 1'^^'°'"''^^ ' anti-agr4gant inhi- 

aeuxxeme phase d ' aar4a;:»^- 1 

«nue cu dtminue, lors d'un ta.t 

=ollag4ne et la deuxil! ! "^^P""" au 

ia deuxxame courba da la r4ponse 4 I'Mp. 
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Materiel et mithnrii^Q 



30 



35 



MK.III (du Pharinacclogioal Research, Department of Phar- 
05 cacology. Koyal College of Surgeons. London - .ngi':i, 
2T1 - enreglstreu. PerXin-Blmer LoL' 

«r 56. on rayon lumineux «>noohro«atique da 640 n« 

(PRP u„ pet.t barreau magn^tique, recouvert de poly- 
ethylene et effectuant 1150 tours/minute, assure l^agL 
tat.on du plas:^ dans la cuvette. Le prp repr.sente le 

u« ae transmission optiaue et nn r^^ = 

i^i-xque et un plasma pauvre en ola- 

guettes ,PPP, repr^sente le 100, de transmission. Jad- 

■ ^'^''-^ "^"^ °" - - 

su.vxe d une variation de la transmission optigue. cet- 
te variation est enregistr4e pendant 6 minutes, confor- 
mement au mode op^ratdire olassique. 

masculi fT"" f """-^ = ^^^^ — 
masculin, ages de moins de 35 ans, i jefln depuis au 

-ins 9 heures et sans aucun traitement medical. 

verre slfl^Zf^ ' -nt en 

Citrate r . " P^""^-- sang est pr.lev^ sur 

de"": "di r°,r ^'^"^"^ * -^^^^/volume) dans 

de 1 eau distillee pour 9 volumes de sang. 

Le PRP est obtenu par centrlfugation du sang i 300 a 
pendant 9 minutes. Les plaquettes du surnageant sont 
comptees . l.aide d'un coulter counter (module zf! 
fice de 1. Electrode 70 microns, et si le nombre «t su-' 
Pe-eur i 300.000 plaquettes/m.3, ii est a:u3t4 rce'e 
valaur par dilution aveo du ppp. 

I-e PPP est obtenu par centrlfugation du sang 4 2000 <, 
pendant 10 minutes. ^ 

Les PRP et ppp sont conserves A la f»n, - . 

J, • oorves a la temperature du labo- 

ratoire durant 1' analyse. 

A gents agr^gants = De l^AOP (Boehringer) est di 
-e avec un tampon Micha.lis CStago. pH = l,\ 



20 
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une concentration de 5 JUg/ml. 

Mxchael.s ^usqu^i une concentration de 400 , g/n.1 . on 
xncube au bain-^arie i 3-7-C pendant 10 .inutes pour 
05 polymeriser le collag^ne. 

Les solutions d'ADP et de collag4ne sont conser- 
vees dans la glace fondante pendant 1" analyse. 

. Produits testes : les produits sont dissous dans 
le benzene (Merclc. pour analyse) et conserves sous azote 
10 3usqu-a utilisation; 

n- =• 5377^"""°^^""^ °" 1^=^ ^^^.9.12 (signa, 

- melanges de T-li„oUnate de methyle et d'ac4ta- 
15 II " '^•^^^^"^ a.a-toccph4rol (Roc6.-vita.i- 

don. , ' ''^ Tetrahyn,e„a rostrata 

- Les tests d'agregation plaquettaire sont effec- 
tues dans les quatre heures c,ai suivent le pr4Uvement 

au sang . 

Pour un test 4 blanc, cm proc4de conune suit • 

- 1 ml de PPP = 100% de transmission optique 

- 1 ml de PRP = 0% de transmission optique 

- addition au PRP de 50 ,1 de la solution d'ADP (^0,25 
.g d ADP/.1 de PRP) ou de 100 Ml de la solution de col- 
lagene (-> 40 m g de collag4ne/.l de PRP) et on enregistre 
la reponse pendant 6 minutes. 

Pour chaque agent agr4gant, ce test est r4p4t4 i 

mtervalles r4auliei-.? ( o ^ a ^ ■ \ . 

reguixers (2 a 4 fois) durant 1' analyse. 

Les tests de 1' action d ■ nn r— iuit SUr I'.cr-Sr... 



20 



25 



30 



tion 



35 



PRP est prealablement incuW. pendant 30 minutes et sous 
agitation, aveo la quantity desir4e du produit a tester. 
Le ben.ene dans lequel 4tait dissous le produit, est 

soigneusement «limin4 de la cuvette et .v»n<. • „ • 

<^uvecce et avant incubation. 
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par un flux d" azote. Pour chaque donneur de sang, un 
•test est effectue, au prealable, avec le r^sidu de 
1 ' evaporation a sec de 1 ml de benzene : les r4pons^s 
obtenues sont analogues a celles obtenues avec les tests 
05 a blanc • 

Expressions des resultats : • 

- Les r4sultats de I'agregation au collag^ne sont 
exprimes par I'agregation a 6 minutes de la vague 
d'agr^ation unique B obtenue; 

10 Les tests ct blanc, avec 0,25 fig d'ADP/ml, ont 

presente, pour tous les donneurs, a 1' exception du don- 
neur '2, les deux vagues d'agregation : la reversible A 
et 1 ' irreversible B. Les resultats seront exprimes par 
1 ' agregation maximum de la premiere vague A et par 

15 I'agregation a 6 minutes de la deuxieme vague B« Pour le 
donneur 2, les deux vagues ne sont pas separees dans le 
temps et les resultats ont ete exprimes par I'intensite 
de I'agregation a 6 minutes. 

Dans tous les cas, I'agregation en premiere ou en 

20 deuxieme phase, exprimee en %, fepresente la difference 
de transmission optique entre le PRP (0%) et respective- 
ment le point le plus eleve de la vague A et le point 
atteint a la 6eme minute pour la vague B. 

- Reponses normales et % d ' inhibition de l'agr4- 

25 gation 

On entend par "reponses normales", les resultats 
enregistres en presence d'un agregant, mais en 1* absence 
de la substance a tester. Pour chaque agent agregant, 
les tests "a blanc", effectues a intervalles reguliers 

30 durant 1' analyse, nous permettent de calculer la r4ponse 
"normale" de chaque donneur de sang. 

L' agregation obtenue avec le meme agent agregant, 
mais en presence de I'un des produits testes, est com- 
par4e a celle de la reponse normale. 

35 L'exemple suivant illustre notre methode de cal- 

cul : pour le premier donneur du sang, deux tests 
blanc" avec 40 de collagene/ml de PRP ont fourni des 
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agregatlon. i g respeotivement de ' 81 7S 

•(f^g.44.) et de 71,7% (fig.47). La "r^ponse nor-^le" au 
collagene est oaract4ris4. par une agr^gatlon de 76,7% 
(n-oyenna x des deux r^sultats) avec un 6cart-typa o de 

7,1% ce qui correspond, d'apr^s I'^quitation E= ,a 

X 

7,1 X 100 

E= _ = 9^2% 

76.7 

Pour le meme donneur de sang et avec 1 nig d'acide 
olexgue/.! de PRP, on obtient, et pour la .g.e concen- 
tratxon en agent agr^gant, une agr4gation de 33,7%. Le % 
15 d.xnhibition de I'agregation au collag4ne est d;nc de : 

(76,7 - 33,7) X 100 

_ = 56,1% 

76, 7 



10 



25 



30 



35 



Cette valeur est sup4rieure ^ e et est done 
significative. 

Resultats et discussinng 

Le tableau 2 fournit, pour chaque donneur de 
sang, la concentration des plaquettes dans le PRP et les 
repo ,^3„ ^^^^^ ^^^^^^^ collag^ne 

(40 fig/uM) et i I'adp (0,25 Pg/ml). 

teste '"'""""^ P-o<,uit 

teste et sur la base des figures pr4c4dentes, les % 
d inhibition des agr4gations induites respective.ent par 
ie collagene et par I'ADP. 

Notons que ceux-ci varient souvent considerable- 
ment, pour le meme produit et oour 1;, mS,. 

®^ pour la meme concentra- 
tion, d'un PRP a un autre. 

L-linol4nate de methyls (tableau 3) 
II a 4te constats que le 7 -linoUnate de m4thyle 
est un mhibiteur de l^agregation plaquettaire et in^Le 
preferentiellement la deuxi.me vague d ■ agregation I 
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X-ADP ou la va,.e d'a^.e^ation unique B au coUa,4na. 

05 Significative ret . =°"=-n"atio„ !• Inhibition e« 

g ti=ative (at aasez importanta) chez quatre pro ,d.. 
Cin, testes,. ..inhibition ™oyenn. (sur ies cin^, 'e^t 

d' environ 42% ♦ ^inq; est 

deuxiimr"' concentration, 1' inhibition de la 

deuxzeme vague d'agr^gation a I'ADP est nr-A . 
10 quatre prp f«n,. i • adp est presente chez 

» . ^ testes; et la moyenne se situe 

a envxron 55% tMk.i,.!w^- oj.tue 

L, mhxbitxon de la rM-ia«,4 * 

:::: r.t;;r:r^-;ro^:;it-%r- 

15 2) Ta mr,,,^ / cxnquxeme (donneur 

La moyenne (chez quatre prp) est i-r-Ao 
cative et se aitn^ 5 ■ sxgnifi- 
se sxtue a envxron lOS. 

- Pour une concentration de 6 mg/ml 1 • ln>,,->.^ ^ • 
de I'agregation au collag4ne se situe ^^^^^^^txon 
viron "52% et seule I'aal . doyenne, a en- 

.0 Pa3 .t._i„hi.e — ir 

A cette meme concentration, les test., ... 

::ri!hi:-"^~ « Ce^^a . ::r:; 

: o .?r;t^1aT:"^-"'°" ™^ -st4.,^.en- 

25 29%. ^ ""^"^ "'•i"^- d'environ 

on constate que !• inhibition de ia vague B ne va- 
■^1^ pas a 'une maniire significative 
concentration de 1 . 6 ^^^^ 2 

trations 4i.v4es, i.inhilition n^es: 7^ 
30 expliquer ces effets I'hvnnt,,- """"^ 
avanoee . le v-linli' '/^P"'"^- -"-ante peut Stre 
substrat de ' - l-^i-^me, ni un 

rapDort A 1- !^ ' "Imoienique (antiagr4ga„t) par 
il est le ^ (agr^gant). deux acides d!nt 
le precurseur biologique. Sur la base de cetti 
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Plus rapide que =a transf > -linoU„iq„e) est 

-■un .,u.u.„ (av„a:::^^a:rc^^^^"=''"^"^^- « 

05 tatlon au rapport des concentrat ™^ 

..ue / aracMao„,,.e, s • I^lr /'""'""-^ 

tes. "^ans las plaquetr- 

temps n4oessaires'"'pIura«"» -^!''''° et la 

" <l'un sujet a I'autra %r r '"^'nt 
-ation puiasa .tre 'in^rCreTT'lVr 
querait l.s r4pons« "^ui expU- 

oentrations ae 1 et 6 1;^' -n- 
-estlon. qu, 3UPPO IT': , -^^"i""" en 

» .u.„tit. ..ac,.a araoMa::,;::": :::ntrT""^ 

quettes, n'4u„ina tout6f„,- P''"*"'* -J^ns les pla- 

Cacl e„p.o.erait TnL:::- -^""^"'^"-^ 
tion. inhibition totale de l'agr4ga- 

Salon Xes r^sultats obtenus .f , 
20 propose, on peut conclure que l"L" 

nourriture. d'une source rlche ' , 1- 

I'acide Ici „s„a. doit pr^venir T 
tiques en auqmentant l. Mladtes thrombo- 

q- par rappLt a "ara r?""^""" ^^''O-. -Unolenl- 

- - p-asa afaqrCtiort: 

aux dl..,rents aqent. aqregants 

2) Melanges de -Y_i-ir,„T 

En m^langeant, dans 1« r, 
30 riche en acide T-imli' nourrxture, une source 

lui-.^„e) avec de la vitaJna E i ^-linoUnlque 
cette source est aug.ente' . antiagr4gant 
-ans le .flange, un aut!: r6ia • UT'"^ ' ^ 
aant, la degradation des acid! " . ^"P^*''^ =°-™e antioxy- 
5 le 7-llnoUnique. ' """^ ^n^atur^s dont, 

surtout, 

3) Acides ara<3 

— ^Jra s tota uy de Tel- r-;^ / 

gras est, parmi toutes les 
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substances testees, 1 ^antiagregant. le plus puissant. 

r- Pour le test au collagene, • 1 ' inhibition de 
I'agregation demeure significative a une concentration 
de 57 jug/ml ou elle atteint une moyenne d' environ 23%. 

05 A cette concentration seuls deux PRP (sur les cinq tes- 
tes) n'ont pas present^ une influence significative, 
tandis que 1 ' inhibition de I'agregation d'un PRP (don- 
neur 6, figure 59) atteignait environ 67%. En doublant 
cette concentration, on a, a peu pres, double l*inhibi- 

10 tion : celle-ci atteignait en moyenne et pour les cinq 
PRP testes, environ 41%. A une concentration de 230 
/ig/ml, 1' inhibition a atteint une moyenne de 54%,- maxs 
pour deux PRP (donneurs 5 et 6), elle etait superieure ci 
80% (voir les figures) a des concentrations sup^rieures 

15 a 575 jLtg/ml, 1 ' inhibition est, en moyenne, superieure a 
70%. 

- Pour le test a I'ADP, 1 * inhibition de la pre- 
miere vague de I'agregation n'est, en moyenne, signifi- 
cative qu'a partir des concentrations superieures a 230 

20 jug/ml ou elle atteint environ 15%. L' inhibition de la 
deuxieme vagiie d'agregation a I'ADP atteint environ 30% 
^ 57,5 ^g/ml:, environ 50% a 115 fxg/ml et devient supe- 
rieure a 70% a partir de 575 /^g/ml- 

On constate que 1' inhibition affecte principale- 

25 ment la vague B (irreversible) et qu'il faut depasser 
une concentration en acides gras superieure a 230 ju g/nil 
pour deceler une inhibitation significative de la pre- 
miere vague d ' agregation . 

Le melange d' acides gras de T. rostrata contient 

30 (en poids) environ 30% d'acide 7 -linolenique et environ 
10% d'acide oleique, Ces deux acides, pris separement, 
ne presentent que des inhibitions tres faibles compara- 
tivement au melange d' acides gras de Tetrahymena et la 
simple sommation de ces trois inhibitions par paires (en 

35 tenant compte, *par exemple, des teneurs respectives et 
des resultats des tableaux 2 et 3 ) ne peut, en tout cas, 
pas expliquer le puissant pouvoir antiagregant du m^lan- 
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ge . Pour tenter d'expliquer ce pouvoir, plusieurs liypo- 
• theses peuvent etre avancees : 

1. 'Une "synergie" existe entre 1' action du 
T -linolenique et celle de I'oleique et/ou du cili^nique, 
05 2, La presence de I'acide cilienique (± 7% du 

poids des acides gras totaux) dont 1' action n'est pas 
connue . 

3. Action d'autres acides (ou de melanges d* aci- 
des) presents dans ce melange (voir tableau 1; pH <, 7,0 
10 ± 0,1) . 

De ces hypotheses, la premiere parait la plus 
plausible . 

On sait que I'acide oleique est un inhibiteur de 
la cyclooxygenase : il se fixe sur 1 ' enzyme sans pour 

15 autant etre un substrat de celui-ci, Les acides 
dihomo-7-linolenique et arachidonique en sont, par cen- 
tre, des substrats. En presence des trois acides, il y a 
competition. La concentration de chacun d'eux alnsi que 
les affinites respectives de 1 " enzyme determinent I'aci- 

20 de qui sera pref erentiellement fixe. On peut supposer 
que I'af finite de la cyclooxygenase pour le dihomo-y-li- 
nolenique est la plus, importante et que la competition, 
en presence des trois acides, se fait principalement 
entre 1 ' arachidonique et 1* oleique. Dans ce cas, I'effet 

25 antiagregant du a 1 ' augmentation de I'acide dihomo-7 -li- 
nolenique serait augmente d ' un autre effet antiagregant: 
celui du a 1* inhibition par I'acide oleique de la 
fixation de I'acide arachidonique sur la cyclooxygenase, 
L ' intervention eventuelle de I'acide cilienique 

30 aurait une explication identique ou analogue. 

L' inhibition de la premiere vague d'agregation a 
I'ADP, observee pour des concentrations de melange sup4- 
rieures a 230 /ig/ml, est probablement due, comme on I'a 
souligne pour le cas du 7 -linoleique, a une formation de 

35 PGEi avant 1' addition de 1' agent agregant . 

Ainsi done, le melange des acides gras de Tetra- 
hymena constitue en lui-meme un puissant agent antiagr^- 
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ou ™aange d'acldes ^ra/ ^-une hulle 

naissance ae. ..llers .r^r.^er'"""' ' " 
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1 : Composition en acides gras des Tetrahymena 
par GLC (% en poids par rapport aux acides 
gras totaux) . Moyennes des r4sultats obtenu 
avec trois cultures (n = 3). 
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Acides gras 


T.rostrata 


Structure 

• 




12:0 


3, 1% 


acide laurique 


o =0,9% 


14:0 


5,8% 


acide myristique 


o =1,4% 


16:0 


5,7% 


acide palmitique 


a =0,8% 


16:1a9 


6, 3% . 


acide palmitoleique 


o =0,6% 


16:2a6,9 


6,1% 




o =0,4% 


16;2a9,12 


0,9% 




o =0,2% 


18:0 


3,8% 


acide stearique 


or =0,5% 


. 18:1a9 


11,2% 


cti^xcie O-Lexque 


or =0,8% 


18:2^6, 11 


7,7% 


acide cilienique 


a =0,7% 


18:2^9,12 


11,6% 


acide linol4nique 


a =0,7% 
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18:3^6,9,12 


29 8% 


05 


acide 7 -linolenique 


a =1,8% 




20:1a11 


3,8% 






a =0,3% 
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Tableau 3 : Inhibition de I'agr^gation plaquettaire par 
le 7-linolenate de methyle (a) (b) (c) 





collag^ne 


ADP 


05 




40 jug/ml 


0, 25 Mg/ral 




/xg/ml 


% d • inhibition 


% d' inhibition 


% d' inhibition 






de 


de l'agr4gation 


de 






la vague B 


maximum de la 


la vague B 


10 




(donneur ) 


premxere vague 


(donneur) 








( donneur ) 






6000 


oD ,0 ( 4 ; 


46,7 (4) 


89,4 (4) 






36,4 (5) 


11,6 (5) 


40,6 (5) 


Id 




86,0 (6) 










9,1 (7) (x) 


- 


- 






M = 52,1 


M = 29,1 


M = 65,0 


20 


1000 


• 

42,3 (1) 












-(2) 


42,5 (2) 






76.7 (4) 


24,7 (4) 


88,2 (4) 






24,5 (5) 


8,4 (5) (x) 


10,9 (5)(x) 






68,2 (6) 


7,3 (6) (x) 


t5,2 (6) 


25 




10,0 (7) (x) 


15,4 (7) 


67,1 






M = 42,3 


M = 10,0 


M = 54,6 



(x) % d ' inhibition non signif icatif s 
30 (a) N«S. = valeurs non signif icatives sur la base des va- 



leurs de E du tableau 1. 

(b) M = rnoyenne des valeurs (les valeurs non signif icati- 

ves sont considerees comme nulles) . M est non 
significative si elle est inferieure ou egale a 
35 la rnoyenne des E. 

(c) Pour le donneur 2, les deux vagues d'agregation a 
I'ADP ne sont pas separees dans le temps et on mesure 
seulement 1 ' inhibition de I'agregation i 6 minutes* 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



Tableau 4 



25 

Inhibition de l'agr4gation plaquettaire par 
les melanges de T-linolenate de methyle et 
d' acetate d ' a-tocoph^rol (a) (b) (c). 



Mg/ml 



collagene 
40 Mg/ml 



% d ' inhibition 
de la vague B 
(donneur ) 



Acetate 
142 

7-linole- 
nate : 
1000 



Acetate 
71 

•linol4- 
nate : 
1000 



84,3 (4) 
85,0 (5) 
83.7 (6) 
M = 84,3 



79,6 (1) 

82.1 (5) 

71.2 (6) 
9.1 (7)(x) 

M = 58,2 



ADP 
0,25 Mg/ml 



% d' inhibition 

de I'agrega- 

tion maximum 

de la premiere 

vague 

( donneur ) 



% d • inhibition 
de la vague B 
(donneur) 



38,3 (4) 
37,7 (5) 

M = 38 



83,9 (4) 
73,3 (5) 

M = 78,6 



36.3 (5) 

15.4 (6) 
43,3 (7) 
M = 31,7 



59,9 (2) 
72,3 (5) 
84,2. (6) 
86,8 (7) 
M = 75,8 



(x) % d' inhibition non signif icatif s 
(a) (b) (c) ; voir notes tableau 3. 
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Tableau 5 : Inhibition de l'agr4gation plaquettaire par 
les acides gras de T.rostrata (al) (b) (c). 



05 



collagene 
40 n g/ml 



ADP 
0, 25 M g/mi 



10 



l^g/ml % d' inhibition % d" inhibition 
|de la vague B de I'agregation 
(donneur) maximum de la 

premiere vague 
(donneur) 



% d • inhibition I 
de la vague B 
( donneur ) 



2300 



15 



1150 



20 



25 



575 



30 



35 




92,5 (1) 

86,7 (4) 
M = 89,6 



81,1 (3) 
86,3 (4) 
88,6 (5) 
89,8 (6) 
59:7 (7) 
M = 81,1 



69.7 (3) 
84,9 (4) 
91,0 (5) 

89.8 (6) 
28,6 (7) 
M = 72,8 



28,6 (3) 
55,9 (4) 
88,0 (5) 
84,5 (6) 
13,4 (7) 
M = 54,1 



100 (4) 



85.7 (3) 
40,4 (4) 

75.8 (5) 
00,9 (6) 
43,3 (7) 
M = 65,1 



45,3 (3) 
43,3 (4) 
22,8 (5) 
30,5 (6) 
41,5 (7) 
M = 36,7 



11,4 (3) 

13.3 (4) 
6,9 {5)(x) 

16,6 (6) 

35.4 (7) 
M = 15,3 



93,3 (2) 
79,5 (4) 
M = 86,4 



100 (3) 
76,0 (4) 
€5,4 (5) 
83,8 (6) 
87,3 (7) 
M = 86,9 



84,3 (3) 
78,7 (4) 
47,9 (5) 
92,1 (6) 
67,5 (7) 
M = 74,1 



44,5 (3) 
81,7 (4) 
10,1 (5) 
86,3 (6) 
55,5 (7) 
M = 53,6 
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Suxte du Tableau 5 : 





115 


12,4 (3) 


- 








33,0 (4) 


11,2 (4) 


77,7 (4) 


05 




77,6 (5) 


6,0 ( 5 ) fx) 


3,2 (5)(x) 






83,7 (6) 


2.7 {6)(x) 


78,4 (6) 






-2,5 (7)(x) 


20,6 (7) 


44,3 (7) 






M = 41,3 


M = 7,9 (x) 


M = 50,1 


10 


57,5 


4,3 (3)(x) 


8,7 (3)(x) 


12,3 (3) 






15,2 (4) 


4,0 (4)(x) 


49,0 (4) 






31,9 (5) 


2,8 (5)(x) 


0.2 r 5 W v) 






67,4 (6) 


1,0 (6)(x) 


69,0 (6) 






-1,9 (7)(x) 


15,8 (7) 


21,9 (7) 


15 




M = 22,9 


M = 3,2 (x) 


M = 30,4 



(x) % d* inhibition non signif icatif s 
(a) (b) (c) : voir notes tableau 3, 
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REVENDICATIONS , 

1. Precede de production d'acides gras caract^ri- 
s4 en ce qu'il coraporte au moins les etapes de 

- culture en masse des protozoaires cili4s Tetra- 
05 hymena dans un milieu nutritif adequat et ' 

- 1' extraction des acides gras totaux de Tetrahy- 

mena . 

2. Proced^ selon la revendication 1 caract4ris4 
en ce qu ' on utilise 1 ' esp4ce T.rostrata de Tetrahymena . 

■"■^ , ^' selon la revendication 1 ou 2 caract6- 

ris4 en ce que la production de Tetrahymena s'effectue 
en fermenteur en utilisant un milieu de culture i base 
de lait 4cr4m4 et de levure ou d'extrait de levure. 

4. Produit obtenu par le proc4d4 selon I'une 
15 quelconque des revendications 1 a 3. 

5. Produit selon la revendication 4 caracterise 
en ce qu'il est constitu^ a raison d'au moins 20% d'aci- 
de 7-linol4nique ou d'acide dihomo-7 -linol4nique ou de 
ses d6riv4s, 6ventuellement melang6 avec 1 a 15% en 

20 poids d'acide ol4ique et 1 i 10% d ' acide cili^nique. 

e. Produit selon la revendication 5 caracteris4 
en ce qu ' il : contient 1 ' acide 7-linol4nique ou 1' acide 
dihomo-7-linol4nique sous forme d'acide libre ou sous 
forme d ' un d4riv4 notamment d' ester, de pr4f4rence un 

25 ester methyl ique . 

7. Preparation medicamenteuse ou alimentaire ^ 
action d • antiagr^gation plaquettaire ou antithrombotique 
caract4ris6e en ce qu'elle contient comme constituant 
actif au moins de 1' acide 7-linol4nique ou 1 ' acide 
dihomo-7-linol4nique ou ses d4riv4s, notamment ses es- 
ters, de pr4f4rence 1' ester methylique. 

8. Preparation medicamenteuse ou alimentaire 
caracteris4e en ce qu'elle contient 1' acide 

-rlinoienique en m4lange avec de 1' acide ol4ique et/ou de 
35 1' acide cili4nique . 

9. Preparation m4dicamenteuse ou alimentaire se- 
lon la revendication 7 ou 8 caract4ris4e en ce qu'elle 
comporte comme adjuvant 1 ' ac4tate d' ar-tocoph4rol . 



30 
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10. Preparation m4dicamenteuse ou alimentaire i 
action d'antiagregation plaquettaire ou antithrombotique 
caract4ris4e en ce qu'elle contient le produit selon la 

revendication 4. 
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